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RESUMO

O acidente vascular cerebral (AVC) é terceira principal causa de morte e a principal
causa de comprometimento funcional em adultos. Pode ser de natureza hemorragica,
guando ha ruptura de um vaso sanguineo no cérebro, ou isquémica, quando ocorre
obstrucédo do fluxo sanguineo arterial cerebral. O AVC isquémico é responsavel por
87% dos casos, sendo caracterizado por excitotoxicidade, estresse oxidativo,
neuroinflamacao e morte celular. Atualmente, o tratamento para o AVC isquémico é
limitado a terapia com ativador do plasminogénio tecidual (tPA) ou trombectomia
mecanica, o que torna crucial a busca por novas abordagens farmacolédgicas. Nesse
cenario, a Curcuma longa Linn (C. longa), conhecida como cdrcuma, acafrao-da-terra
ou tumérico, € uma planta popularmente usada na culinaria e na medicina tradicional
e tem como principal composto ativo a curcumina, responsavel por conferir a C. longa
efeito anti-inflamatério, antioxidante, antimicrobiano, antitumoral, anticancerigeno,
entre outros. Na literatura, a C. longa demostrou atividade promissora frente as lestes
causadas pela isquemia cerebral, no entanto, os efeitos prolongados do composto
permanecem desconhecidos. Nesse sentido, este trabalho avaliou os possiveis
efeitos neuroprotetores da C. longa em modelo murino de isquemia cerebral focal
transitéria. Para isso, 20 ratos machos adultos da linhagem Wistar (com 8 semanas
de idade, pesando 300 = 20 g; CEUA-UFPA n° 6868300622 [ID 001229]) foram
submetidos a cirurgia de ocluséo da artéria cerebral média (OACM) por 30 minutos e
tratados com C. longa (MOTORE®) na dose de 80 mg/kg de 12 em 12 horas por 14
dias. Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 4-5 animais por grupo): 1) Sham +
V (animais com cirurgia simulada que receberam veiculo [NaOH 0,5M + PBS]), 2)
Sham + CL (animais com cirurgia simulada que receberam C. longa), 3) OACM + V
(animais submetidos a cirurgia de OACM que receberam veiculo) e 4) OACM + CL
(animais submetidos a cirurgia de OACM que receberam C. longa). Parametros
metabdlicos como ganho de peso e consumo de agua e racdo foram avaliados, assim
como comportamentais através do escore de déficit neuroldgico e teste de caminhada
na barra, bem como parametros histopatol6gicos com a mensuracdo da area e o
volume de infarto. Em nossos resultados néo foram encontradas diferencas no ganho
de peso corporal entre 0os grupos experimentais. Por outro lado, o grupo sham + CL
consumiu mais agua do que os grupos sham + V, OACM + V e OACM + CL, assim
como o grupo OACM + CL consumiu menos ra¢ao no 11° e 13° pds-isquemia. Quanto
aos déficits comportamentais, tanto na andlise do déficit neuroldgico quanto no teste
de caminhada na barra, os prejuizos motores evidenciados pelos grupos OACM + V
e OACM + CL nao foram atenuados pelo tratamento com a C. longa. Ainda, o
tratamento com a C. longa n&o atenuou as lesdes causadas pela isquemia cerebral
em nossas analises histologicas. Dessa forma, concluimos que o tratamento com a
Curcuma longa por 14 dias nao exerceu efeito neuroprotetor no modelo murino de
acidente vascular cerebral isquémico, sob nossas condigdes experimentais.

Palavras-chave: acidente vascular cerebral isquémico, neuroprotecdo, plantas
medicinais, Curcuma longa.



ABSTRACT

Stroke is the third leading cause of death and the main cause of functional impairment
in adults. It can be hemorrhagic in nature, when a blood vessel in the brain ruptures,
or ischemic, when there is obstruction of cerebral arterial blood flow. Ischemic stroke
accounts for 87% of cases and is characterized by excitotoxicity, oxidative stress,
neuroinflammation and cell death. Currently, treatment for ischemic stroke is limited to
tissue plasminogen activator (tPA) therapy or mechanical thrombectomy, which makes
the search for new pharmacological approaches crucial. In this scenario, Curcuma
longa Linn (C. longa), known as turmeric, is a plant popularly used in cooking and
traditional medicine and its main active compound is curcumin, responsible for giving
C. longa anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, antitumor, anticancer effects,
among others. In the literature, C. longa has demonstrated promising activity against
lesions caused by cerebral ischemia; however, the prolonged effects of the compound
remain unknown. In this sense, this study evaluated the possible neuroprotective
effects of C. longa in a murine model of transient focal cerebral ischemia. For that, 20
adult male Wistar rats (8 weeks old, weighing 300 + 20 g; CEUA-UFPA no.
6868300622 [ID 001229]) underwent middle cerebral artery occlusion (MCAOQO) surgery
for 30 minutes and treated with C. longa (MOTORE®) at a dose of 80 mg/kg every 12
hours for 14 days. The animals were divided into 4 groups (n = 4-5 animals per group):
1) Sham + V (animals with sham surgery that received vehicle [0.5 M NaOH + PBS]),
2) Sham + CL (animals with sham surgery that received C. longa), 3) MCAO + V
(animals submitted to MCAO surgery that received vehicle) and 4) MCAO + CL
(animals submitted to MCAO surgery that received C. longa). Metabolic parameters
such as weight gain and water and food consumption were evaluated, as well as
behavioral parameters through the neurological deficit score and the beam walking
test, as well as histopathological parameters with the measurement of the infarct area
and volume. In our results, no differences in body weight gain were found between the
experimental groups. However, the sham + CL group consumed more water than the
sham + V, MCAO + V and MCAO + CL groups, and the MCAO + CL group consumed
less food on the 11th and 13th day after ischemia. Regarding behavioral deficits, both
in the analysis of neurological deficit and in the beam walking test, the motor
impairments evidenced by the MCAO + V and MCAO + CL groups were not attenuated
by C.longa-treatment. Furthermore, treatment with C. longa did not attenuate the
lesions caused by cerebral ischemia in our histological analyses. Thus, we conclude
that treatment with Curcuma longa for 14 days did not exert a neuroprotective effect in
the murine model of ischemic stroke, under our experimental conditions.

Keywords: Ischemic stroke, neuroprotection, medicinal plants, Curcuma longa.
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1. INTRODUCAO
1.1 O acidente vascular cerebral

O acidente vascular cerebral (AVC) é considerado a terceira principal causa de
morte no mundo, atras apenas de doencas cardiacas e cancer, e é a principal causa
de comprometimento funcional e cognitivo em adultos, afetando cerca de 50% dos
pacientes (Martin et al., 2024). Somente em 2021, mais de 93 milhdes de individuos
foram acometidos pelo AVC e 7,44 milhdes evoluiram para o 6bito nesse mesmo ano,
0 que em relacdo a 2011, caracteriza um aumento na taxa de mortalidade global de
26,3% (Martin et al., 2024). No Brasil, houve reducdo da taxa de mortalidade nos
altimos anos, no entanto, a doenca ainda foi responsavel por 99.010 mortes em 2020
(Brasil, 2020).

Caracterizado por uma interrupcéo do fluxo sanguineo arterial cerebral, o AVC
pode ser global ou focal, permanente ou transitério. Ainda, ha dois tipos principais de
AVC: o hemorragico, que pode ser principalmente de natureza intracerebral ou
subaracnoidea, no qual ha ruptura de um vaso sanguineo e extravasamento de
sangue, sendo 0 menos tratavel e mais mortal, acarretando altas taxas de declinio
cognitivo (Ohashi et al., 2023); e o isquémico, 0 mais prevalente e incidente, que
resulta de uma obstrucdo arterial ocasionado por trombose (coagulo sanguineo
formado em veias ou artérias) ou embolia (quando um trombo ou placa de gordura
localizado em uma regido diferente do corpo desprende-se e chega aos vasos
cerebrais pela circulacdo sanguinea, causando obstrucdo) (Figura 1) (Guzik &
Bushnell, 2017; Mozaffarian et al., 2016). O comprometimento do fluxo sanguineo
prejudica seriamente a entrega de nutrientes para o cérebro, causando disfuncao e
morte neuronal, o que contribui para as manifestacdes clinicas conhecidas do AVC,
como afasia, hemiplegia, tontura, fraqueza, dificuldades de equilibrio e coordenacao,
bem como problemas visuais, tais como obscurecimento da visdo e visdo turva
(Ojaghihaghighi et al., 2017; Shichita et al., 2012; Moskowitz et al., 2010).
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AVC hemorragico

AVC isquémico

Figura 1. Classificacdo dos tipos principais de acidente vascular cerebral. Fonte: Adaptado de
“Common Types of Strokes”, de BioRender.com (2024).

Atualmente, o tratamento para o AVC, quando de natureza isquémica, consiste
na intervencao imediata através de terapia trombolitica endovenosa com ativador do
plasminogénio tecidual (tPA) em até 4,5 horas apds o inicio do AVC, ou trombectomia
mecanica, intervencdo que pode ser feita em até 24 horas ap0s o inicio dos sintomas
(Wardlaw et al., 2014). O tratamento com terapias tromboliticas pode restaurar o fluxo
sanguineo, auxiliar contra o avanco do dano cerebral e melhorar a recuperacéo
funcional dos pacientes, no entanto, limita-se a subsequente chegada do paciente no
hospital, o que por vezes ndo se concretiza em tempo adequado. Aproximadamente
66% das mortes pelo AVC ocorrerem em pacientes que ndo chegam ao atendimento
médico em tempo para manejo hospitalar (Martin et al., 2024), e aliado a falta
recorrente de infraestrutura e recursos adequados para cuidados intensivos no ambito
hospitalar, essa problematica torna a corrida para novas intervencdes farmacolégicas

para o AVC um desafio de salde publica mundial.

1.1.1 Etiologia e epidemiologia do acidente vascular cerebral

A etiologia do AVC é atribuida a fatores de risco modificaveis, como pressao
alta, diabetes, obesidade, hiperglicemia, hiperlipidemia e disfuncdo renal, e fatores
comportamentais, como sedentarismo, tabagismo, dieta pouco saudavel, além do

préoprio envelhecimento (Katan & Luft, 2018). Dessa forma, estratégias existentes para
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reduzir a sua incidéncia consistem no controle destes fatores de risco, como a melhora
da qualidade de vida, inclusédo de dieta saudavel e atividades fisicas regulares, além
do acompanhamento e manutenc&o de comorbidades, se houver (Martin et al., 2024).

Quanto a sua epidemiologia, homens e mulheres diferem quanto a incidéncia e
mortalidade pelo AVC. A incidéncia do AVC é substancialmente mais baixa em
mulheres jovens e de meia-idade (< 45 anos) do que em homens, mas esta diferenca
diminui conforme a faixa etaria avanca, e em idade avancada (> 65 anos), a incidéncia
em mulheres é aproximadamente igual ou mesmo superior as dos homens (Martin et
al., 2024; Guzik & Bushnell, 2017). Essas disparidades podem estar ligadas a
mudancas no perfil fisiolégico e hormonal atribuidas a menopausa (Sohrabji et al.,
2017).

Geograficamente, também existem disparidades quanto a prevaléncia do AVC.
Enquanto a Africa Subsaariana junto a Asia Central e Oriental lideram as maiores
taxas de incidéncia e mortalidade, a Australasia e Europa Ocidental apresentam as
menores taxas (Martin et al.,, 2024). Certamente, esses dados sdo atribuidos a
diferencas em relacdo ao status socioecondmico e nas condi¢cdes de prevencao,
tratamento agudo e reabilitacdo dos pacientes com AVC entre os paises das regides
citadas (Katan & Luft, 2018; Guzik & Bushnell, 2017).

O Brasil lidera a segunda posi¢ao quanto a incidéncia e mortalidade pelo AVC
entre 0s paises latino-americanos, atrds apenas do Paraguai, enquanto Colémbia e
Peru possuem as menores taxas de incidéncia (Martins et al., 2019). No Brasil, O AVC
do tipo isquémico é a patologia que mais causa incapacidade entre a populacdo com
idade maior que 65 anos, sendo causa de 10% do total de 6bitos e 40% das
aposentadorias precoces no pais (Lobo et al., 2019). Embora o pais apresente uma
Politica Nacional de AVC liderada pelo Ministério da Saude, ainda h& pouca
conscientizacéo pela populacéo sobre o0 AVC e seus sinais e sintomas, o que contribui
para a taxa prevalente de mortalidade que ainda assola o pais e justifica a demora na
chegada de pacientes nas unidades de atendimento (Martins et al., 2019).

A terapia trombolitica para pacientes com AVC isquémico se encontra
disponivel em todos os paises da América Latina, porém apenas 1% dos pacientes
chegam a se beneficiar da intervencdo (Martins et al., 2019). Nesse cenario, novas
estratégias de prevencdo primaria e secundaria de AVC, aliado a possibilidade de
novas abordagens farmacologicas, se tornam imprescindiveis para diminuir a carga

global de doenca para o AVC.
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1.1.2 Fisiopatologia do acidente vascular cerebral isquémico

O acidente vascular cerebral do tipo isquémico é o mais prevalente e mais
incidente, sendo responséavel por 87% dos casos de AVC no mundo, sendo mais de
69 milhdes de pacientes acometidos em 2021 (Martin et al., 2024). O AVC isquémico
resulta de uma obstrucdo do sangue arterial cerebral causado por trombose ou
embolia (Jolugbo et al., 2021), e na medida em que o cérebro necessita de um alto
consumo de oxigénio e glicose, a falta desses substratos compromete o0 seu
funcionamento e metabolismo energético, resultando em desequilibrio i6nico,
despolarizacdo dos neurdnios e da glia, aumento do acumulo de aminoacidos
excitatérios, rompimento da barreira hematoencefélica, estresse oxidativo,
neuroinflamacédo e morte neuronal (Figura 2) (ladecola & Anrather, 2011; Moskowitz
et al., 2010).

Cérebro

Astrocitos reativos Microglia reatva

Barreira @
hematoencefalica —— T
['] 0

Neutrofilos Glutamato e
o] Espeécies reativas
de oxigénio
Infiltragdo de
neuugﬁ!os £ Citocites pro-
= leucacitos

inflamatories

TNFa. iNOS. IL-1B. b2
IL-6 1\, ma N

Leucécitos \ Morte neuronal
\

Figura 2. Fisiopatologia do acidente vascular cerebral isquémico (AVC isquémico). A privacado de
glicose e oxigénio leva a falha de energia, despolarizacdo dos neurdnios e consequente aumento dos
niveis de glutamato e dos niveis intracelulares de calcio (Ca?*), sédio (Na*), cloreto (CI-), enquanto o
potassio (K*) é liberado para o espaco extracelular. Os niveis elevados de Ca?* ativam proteases,
lipases e endonucleases, gerando radicais livres, como as espécies reativas de oxigénio (EROs). EROs
danificam as membranas, mitocéndrias e DNA e ativam a via de apoptose, contribuindo para a inducéo
de mediadores inflamatoérios e a ativagdo da micréglia e os astrécitos. A reatividade glial, por sua vez,
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induz a expresséao de citocinas pro-inflamatérias, como interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6)
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), além da expressdo moléculas de adesao da superficie
endotelial, assim como a producdo de quimiocinas, que atraem neutrdfilos e contribuem para a
infiltracdo de células imunes periféricas para o centro da lesdo. A somatéria desses eventos deletérios
leva a lesdo e morte neuronal. Fonte: Adaptado de “Role of Astrocytes and Microglia
Neurodegeneration”, de BioRender.com (2024).

Em poucos minutos a horas, a deplecdo de oxigénio (O2) no cérebro culmina
na falha de producéo de energia neuronal. A deplecdo das reservas energéticas de
adenosina trifosfato (ATP) e de glicose induz a célula a iniciar producéo de lactato,
desenvolvendo acidose e ativando proteases intracelulares, além de causar a faléncia
da bomba de sodio-potassio (Na*/K*), resultando em despolarizacdo de neurbnios e
da glia, perda de potassio (K*) e influxo acentuado de &gua, sodio (Na*), cloreto (CI),
0 gque induz edema citotéxico por degeneracao hidrépica (Xing et al., 2012). Ainda, a
somatoria desses eventos contribui para a liberacéo de calcio (Ca?*) dos estoques
celulares, culminando no aumento na concentracdo de Ca?* intracelular. A
concentracdo de Ca?* em excesso ativa lipases, fosfolipases, proteases, ATPases e
endonucleases, que sdo potencialmente deletérias para a funcéo celular, estruturas
da membrana plasmaética e do citoesqueleto (Lipton, 1999), além de contribuir para o
aumento do metabolismo de acidos graxos livres, induzindo a producéo de radicais
superoxido e contribuindo para morte celular (Lai et al., 2014; Xing et al., 2012).

De maneira concomitante, o prejuizo energético celular prejudica a recaptacao
de glutamato, contribuindo para a excitotoxicidade por excesso de glutamato (Lai et
al., 2014). Além disso, a interrupcédo do fornecimento sanguineo ao cérebro causa
distarbios no metabolismo energético cerebral e despolarizacéo pré-sinptica, o que
aumenta ainda mais a liberagdo de glutamato e a excitotoxicidade (Lai et al., 2014).
Com isso, ha a ativacao dos receptores ionotrépicos extracelulares excitatorios, como
N-metil-D-aspartato (NMDA) e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole (AMPA), o que
leva a abertura dos canais de Ca?* dependentes de voltagem, permitindo influxo de
Ca?* (Szydlowska, 2010).

Somado a todos estes eventos, a perturbacdo da homeostase entre 0s
sistemas oxidante e antioxidante cerebrais induz a um estado de estresse oxidativo
inerente. Sob condic¢des fisioldgicas normais, o corpo produz espécies reativas de
oxigénio (EROs) durante o metabolismo aerobio e existe um equilibrio dinamico entre
a producao e a eliminagcao de EROs. Na isquemia cerebral, a expressao e atividade

de enzimas que promovem a producéo e a inibicdo de ERO s&o alteradas, levando a
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um acumulo de EROs (Su et al., 2020), o que induz a uma alta expressao de 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS) e 6xido nitrico (NO), danifica macromoléculas e leva a
autofagia, apoptose e necrose celular (Orellana-Urzua et al., 2020; Chamorro et al.,
2016). Além disso, a restauracdo do fluxo sanguineo durante a reperfusdo também é
responsavel por uma segunda explosao de geracdo de EROs (Chamorro et al., 2016).
Ainda, a infiltracdo de fagdcitos e células gliais na regido da lesdo, como astrocitos e
microglias, também contribuem para o aumento da producdo de EROs, como os
anions superoéxidos, peroxido de hidrogénio ou peroxinitrito (Chamorro et al., 2016).

A resposta inflamatoria também exerce um mecanismo chave na fisiopatologia
da isquemia cerebral. Em poucas horas, a ativagdo da micrdglia e dos astrocitos
liberam mediadores inflamatérios, atuando de forma crucial na resposta ao dano
tecidual. A microglia possui um papel benéfico ou prejudicial dependendo do fen6tipo
assumido pela célula e da fase do AVC isquémico (Qin et al., 2019). Na fase aguda
da leséo isquémica, a microglia migra para o local da lesdo e produz mediadores pré-
inflamatorios, como interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), entre outros, e este processo, concomitante aos processos anteriores, induz
a expressdo de moléculas de adeséo da superficie endotelial, como a molécula de
adeséo intercelular 1 (ICAM-1), bem como P-selectinas e E-selectinas, que medeiam
a adesdo a células imunes periféricas como macréfagos/mondcitos, neutroéfilos e
granuldcitos as células endoteliais e a infiltracdo no parénquima cerebral, contribuindo
para o aumento da neuroinflamacao (Qin et al., 2019; Xiong et al., 2016; ladecola &
Anrather, 2011; Dirnagl et al., 1999). Contudo, conforme a evolucdo da isquemia, a
micréglia passa a produzir citocinas anti-inflamatorias e fatores de crescimento
essenciais para a reparacdo e remodelacao tecidual durante a reperfusdo (Jayaraj, et
al., 2019; Rayasam et al., 2018).

Os astracitos, por sua vez, desenvolvem respostas bioquimicas importantes no
processo isquémico. Em condicBes fisiolégicas normais, o0s astrocitos estao
envolvidos no controle da homeostase entre componentes nervosos, imunolégicos e
vasculares do sistema nervoso central (SNC), além de fornecer suporte funcional aos
neurdnios transportando glicose, fatores neurotroficos e neurotransmissores, como 0
glutamato (Cekanaviciute & Buckwalter, 2016). Durante o AVC isquémico, no entanto,
sao reativos a citocinas, e a astrogliose reativa forma uma barreira na regido peri-
infarto na tentativa de manter a homeostase do SNC e isolar a lesdo, na medida em

que libera mediadores pro-inflamatorios (como IL-6, TNF-a, IL-1a, IL- 18), bem como
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radicais livres, como Oxido nitrico, superoxido e peroxinitrito (Xu et al., 2020; Sims &
Yew, 2017).

Conforme a lesdo avanca, entre o centro isquémico (onde ha leséo
permanente) e o tecido normal, forma-se a chamada zona de penumbra (ou zona de
transicao), regido tecidual que circunda o nucleo (Ermine et al., 2020; Uzdensky,
2019). O dano tecidual na penumbra se desenvolve mais lentamente, fornecendo uma
janela terapéutica a qual pode haver reparo tecidual e restricdo do volume de infarto
(Kanazawa et al., 2019; Duruka & Tatlisumak, 2007), ou seja, a zona de penumbra é
uma regido onde pode ser possivel conter o dano. Estudos que buscam novas
intervencdes farmacoldgicas para o AVC isquémico se concentram nesta regido, uma
vez que na zona de penumbra ha formacao de novos vasos entre os dias 4 e 7 pos
isquemia (Sun et al., 2017), evento que permite um aumento do fluxo sanguineo e de
nutrientes metabolicos para as regides afetadas. Além disso, na zona de penumbra,
h& a ocorréncia de remodelagdo vascular e crescimento axonal (Kanazawa et al.,
2017), o que pode explicar a recuperacao espontanea da funcdo apds um evento

isquémico.

1.2 AVC isquémico e plantas medicinais: novas perspectivas farmacoldgicas

Plantas medicinais séo tradicionalmente conhecidas por possuir mecanismos
bioldgicos capazes de agir na prevencdo, tratamento ou cura das mais diversas
patologias, sendo considerada uma alternativa terapéutica adjuvante a medicina
convencional e uma vasta fonte para a descoberta e desenvolvimento de farmacos
através dos seus compostos bioativos (Li et al., 2022; Zhu et al., 2022).

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem somado esfor¢os para elucidar
0s mecanismos farmacolégicos das plantas medicinais, como alvos e vias de atuacao,
sobretudo em doencas de cunho neuroldgico (Rauf & Rahman, 2022; Norouzkhani et
al.,, 2022). No SNC, tém-se gue compostos naturais podem agir suprimindo a
producdo de mediadores inflamatérios e oxidantes, aumentando os niveis de
proteinas envolvidas na sobrevivéncia celular, além de poder atuar na promocéo da
neurogénese e angiogénese das mais variadas desordens, especialmente na
isquemia cerebral (Liu et al., 2021; Yang et al., 2021, Liang et al., 2020; Qiu et al.,
2019; Xue et al., 2016).

Estudos recentes indicam que uma alta ingestéo de vegetais, legumes e frutas

na dieta, esta associada a uma expressiva prevencao e reducdo do risco de AVC
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isquémico ao longo da vida (Martin et al., 2024). Por outro lado, uma dieta inadequada
e pobre em alimentos de origem vegetal esta relacionada a um risco cinco vezes maior
de incidéncia de AVC isquémico em pacientes em idade avancada (Martin et al.,
2024). Estudos pré-clinicos que investigam possiveis intervencdes farmacolégicas na
isquemia cerebral com produtos naturais estdo em percurso, com resultados
promissores (Abdelsalam et al., 2023; Li et al., 2022; Zhu et al., 2022; Parrella et al.,
2020). Dessa forma, possiveis novas terapias adjuvantes a terapia trombolitica,
utilizando produtos naturais, tem se tornado uma proposta atraente para reduzir o

dano isquémico cerebral.

1.2.1 A CurcumalongalLinn

A Curcuma longa Linn (C. longa) € uma planta medicinal pertencente a familia
Zingiberaceae, e é conhecida popularmente como circuma, acafrdo, acafrao-da-terra,
acafrao-da-india ou tumérico (Figura 3) (Nelson et al., 2017). Originaria da Asia, se
desenvolve perfeitamente em zonas tropicais e subtropicais, o que facilitou a sua
introducdo no Brasil, onde é encontrada e cultivada na maioria dos estados do pais
(Brasil, 2020). A C. longa é uma das 71 plantas medicinais listadas na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS),
sendo apresentada como um fitoterapico eficaz e seguro em uso no Brasil e com

potencial terapéutico para gerar medicamentos, estudos e pesquisas (Brasil, 2020).

Figura 3. Curcuma longa Linn (C. longa). (A) Espécime da C. longa; (B) Agafrdo em p0 extraido dos
rizomas da planta da C. longa. Fonte: Figura 3-A adaptada de Brasil (2020); figura 3-B adaptada com
permissédo de Subedi & Gaire (2021): Neuroprotective Effects of Curcumin in Cerebral Ischemia: Cellular
and Molecular Mechanisms. ACS Chemical Neuroscience, 12(14), 2562-2572 Copyright 2024
American Chemical Society.
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Além de ser uma especiaria tradicionalmente conhecida e presente na culinaria
em todo o mundo, a C. longa € abundantemente prescrita como fitoterapico para tratar
doencas na medicina tradicional chinesa e indiana, como resfriados, sinusite,
infeccbes bacterianas, alteracdes hepaticas, diabetes, feridas e reumatismo, tendo o
seu uso datado a mais de 2.000 a. C. (Lee et al.,, 2013). Mundialmente, tem sido
utilizada para tratar osteoartrite, disturbios gastrointestinais e dermatoldgicos (Brasil,
2020). No Brasil, a sua forma comercializada como fitoterapico é utilizada para
tratamento de doencas de cunho inflamatério de forma adjuvante ou alternativa a
alguns farmacos convencionais (Brasil, 2020).

A C. longa é composta por trés compostos bioativos principais, denominados
curcumindides: a curcumina (presente em cerca de 60-70% do extrato bruto), a
demetoxicurcumina (presente em cerca de 20-27%) e a bisdesmetoxicurcumina (que
compde 10-15%) (Nelson et al., 2017). Seus efeitos farmacoldgicos sdo atribuidos,
em maior parte, a curcumina, seu composto mais abundante (Figura 4) (Lee et al.,
2013). A curcumina é um composto fendlico que, em pesquisas experimentais, €
responsavel pelos efeitos relacionados a C. longa, como efeito antimicrobiano,
antitumoral, anticancerigeno, antimalarico, anticoagulante, antiespasmadico,
antidispético, antiflatulento, leishmanicida, hipolipemiante, cicatrizante, nematocida,
neuroprotetor, imunomodulador, anticonvulsivante, antioxidante, entre outros
(Nascimento et al., 2022; Zhu et al., 2022; Memarzia et al., 2020; Ayati et al., 2019;
Kocaadam et al., 2017).

O O
H300 = OCH3
(> ()
HO OH
Figura 4. Estrutura quimica da curcumina. Fonte: adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015)

Diversos estudos pré-clinicos e clinicos para doencas neuroldgicas utilizando
C. longa estdo em curso (Garodia et al., 2023; Zeng et al., 2021; Memarzia et al., 2021,
Bhat et al., 2019). A C. longa tem sido utilizada como terapia adjuvante na doenca de
Alzheimer, estando em estudos clinicos de fase Il (Brasil, 2020). Em estudos pré-
clinicos recentes, o fitoterapico apresentou efeitos promissores documentados na

isquemia cerebral (Zhu et al., 2022; Subedi & Gaire, 2021), exercendo efeitos anti-
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inflamatorios, antioxidantes e anti-apoptoticos frente aos danos causados pela leséo
(Huang et al., 2018; Xie et al., 2018; Liu et al., 2017; Zhang et al., 2017; Li et al., 2017).

Um estudo que investigou os efeitos da curcumina (200 mg/kg) via
intraperitoneal (i.p.) 30 minutos apos isquemia cerebral em ratos machos Sprague-
Dawley, revelou que o composto atenuou o dano cerebral, a fun¢do neuroldgica e a
inflamagéo (Huang et al., 2018). Em conformidade com esse achado, avaliou os
efeitos da curcumina (200, 300 e 400 mg/kg) administrada 1 hora apos isquemia
cerebral via i.p., obtendo reducédo do volume do infarto e dos niveis de apoptose, além
da melhora dos prejuizos neurolégicos/funcionais de camundongos C57BL/6 machos
(Xie et al., 2018). De maneira semelhante, a curcumina (150 mg/kg) administrada
imediatamente e 24 horas a apOs isquemia cerebral em camundongos C57BL/6
machos reduziu a lesdo cerebral, a expressao de citocinas pré-inflamatérias, como
TNF-a e IL-6, bem como melhorou os danos neuroldgicos (Liu et al., 2017).

Ainda que existam estudos que discutam os efeitos da C. longa na isquemia
cerebral, algumas lacunas ainda precisam ser elucidadas, como a necessidade de
uma investigagcédo prolongada acerca dos efeitos da C. longa, bem como os efeitos
nos déficits cognitivos/motores induzidos pelo AVC e que sao manifestacdes chaves
da sua clinica. Sendo assim, este trabalho investigou os possiveis efeitos
neurorreparadores da administracéo de C. longa por 14 dias em um modelo murino
de acidente vascular cerebral isquémico transitorio induzido pela oclusao da artéria
cerebral média (OACM).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar as possiveis respostas neuroprotetoras e/ou neurorreparadoras da
Curcuma longa frente aos danos causados em modelo murino de acidente vascular

cerebral isquémico por ocluséo da artéria cerebral média.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os parametros de ganho de peso, ingestdo de agua e ingestao de racao
de ratos machos adultos submetidos a isquemia cerebral e/ou tratados com

Curcuma longa,;
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b) Avaliar o perfil comportamental (déficits neuroldégicos/motores) de ratos
machos adultos submetidos a isquemia cerebral e/ou tratados com Curcuma
longa;

c) Analisar o perfil histopatolégico (area e volume de infarto cerebral) de ratos
machos adultos submetidos a isquemia cerebral e/ou tratados com Curcuma

longa.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar com 8 semanas de idade,
pesando entre 300 +20 g, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas. Os
ratos foram mantidos em temperatura controlada (22 + 2°C), ciclo claro/escuro de
12/12 horas e alimentados com racéo balanceada para ratos e agua ad libitum. Todos
0s procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Para (n° 6868300622
[ID 001229)).

3.2 Obtencao da Curcuma longa Linn

A Curcuma longa (C. longa) foi obtida a partir do fitoterapico Motore® (Aché
Laboratorios Farmacéuticos S.A., Brasil), apresentado na forma de capsula (250 mg)
contendo 50 mg de curcumindides. O composto foi solubilizado em solucdo de
hidroxido de sédio (NaOH) a 0,5 M + solucao salina tamponada com fosfato (PBS) na
proporcao 1:1 (Chan et al., 1998), tendo o seu pH ajustado logo em seguida, sendo
administrado de 12 em 12 horas por 14 dias via gavagem orogastrica na dose de 80

mg/kg (Nascimento et al., 2022).

3.3 Delineamento experimental

Apos o periodo de 7 dias de aclimatagcdo dos animais em nosso laboratorio,
ratos machos adultos da linhagem Wistar foram submetidos a isquemia cerebral focal
transitoria por cirurgia oclusao da artéria cerebral média (OACM) por 30 minutos e

tratados com C. longa por 14 dias via gavagem orogastrica (Figura 5).
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Figura 5. Delineamento experimental para avaliacdo dos efeitos da Curcuma longa em modelo
murinho de acidente vascular encefalico isquémico. Ratos machos adultos da linhagem Wistar
foram aclimatados durante 7 dias em nosso laboratério e submetidos a cirurgia de oclusao da artéria
cerebral média (OACM) por 30 minutos, seguido da primeira administracéo de C. longa 4,5 horas p0s-
isquemia e tratamento de 12 em 12 horas por 14 dias via gavagem orogéastrica. Durante o periodo
experimental, a variacdo de peso corporal foi registrada, bem como o consumo de agua e comida.
Testes comportamentais através do escore neurolégico e caminhada na barra também foram aplicados.
Ao término dos experimentos, 0os animais foram eutanasiados e os cérebros coletados para avaliagao
dos parametros histopatolégicos. Fonte: autoria prépria, criado com BioRender.com.

Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 4-5 animais/grupo): (a) grupo
Sham + Veiculo (animais com cirurgia simulada que receberam NaOH 0,5M + PBS);
(b) grupo Sham + CL (animais com cirurgia simulada que receberam C. longa); (c)
grupo OACM + Veiculo (animais submetidos a cirurgia de isquemia cerebral que
receberam veiculo) e (d) grupo OACM + CL (animais submetidos a cirurgia de
isquemia cerebral com que receberam C. longa). Houve mortalidade de 5% (n = 1
animal) do grupo sham + CL p6s administracdo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), realizada antes do inicio da cirurgia simulada.

Ao longo do experimento, foram avaliados a variacdo de peso corporal dos
animais a cada 24 horas, e o consumo de 4gua e comida foi registrado a cada 2 dias.
Além disso, foram avaliados os parametros comportamentais atraves da avaliagdo do
déficit neurolégico (todos os dias, por 14 dias) e o teste de caminhada na barra (no 1°,
39, 5°, 7°, 9°, 11° e 13° dia pos-cirurgia).
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Ao término dos experimentos, a eutanasia dos animais foi realizada e o cérebro

coletado para avaliacdo dos parametros histopatoldgicos (area e volume de infarto).

3.4 Ocluséao da artéria cerebral média

Os animais foram submetidos a isquemia cerebral focal transitéria por OACM
seguindo o protocolo descrito por Ferreira et al. (2021). Primeiramente, 0os animais
foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal (i.p) de 80 mg/kg de cetamina e
10 mg/kg de xilazina. Logo apos a abolicdo do reflexo corneano, uma incisdo na linha
média cervical foi feita, revelando a artéria carétida comum (ACC) e a bifurcacdo da
ACC em artéria carétida externa (ACE) e artéria carotida interna (ACI). Com o auxilio
de um clamp cirargico, o fluxo sanguineo para as artérias foi obstruido, e um
monofilamento de nylon com a ponta recoberta por silicone (Doccol Corp., Redlands,
CA, EUA) foi inserido através da ACE, seguindo ACI até bloquear a base da artéria
cerebral média (ACM), causando uma oclusédo de 30 minutos (Figura 6). Ao término
do tempo estabelecido, o filamento foi retirado para permitir a reperfuséo do tecido por
14 dias. Animais sham (cirurgia simulada, controle) foram anestesiados e a bifurcacéo
da artéria cardtida direita foi exposta, porém nenhum filamento foi inserido. O pescoco
e as incisdes foram fechados e a ferida cirargica coberta com iodopovidine spray. Os
animais foram devolvidos para suas gaiolas até retornar a consciéncia. Os animais
receberam 500 mg/kg de dipirona sddica (via subcutanea) de 12h/12h durante 3 dias

para analgesia em decorréncia do procedimento cirargico.

Vitdria Corréa Santos Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 13



" Monofilamenio
[ ' Arziia cerotida de nylon inserido

interna
&//

Clemp cirurgico

L Artéria cerétida

comum

Monofilemsnto
de nylon

Figura 6. Representacdo da cirurgia de oclusdo da artéria cerebral média (OACM). Fonte:
Adaptado de “Mouse Model of Ischemic Stroke”, de BioRender.com (2024).

3.5 Mensuracgédo do consumo de ingestao de agua e racao

O consumo de ragéo e consumo de agua pelos animais foi mensurado a cada
48 horas durante os 14 dias de experimento de tratamento da C. longa, sendo
apresentado o consumo médio total dos animais todos os dias. A mensuracdo do

consumo foi avaliada através do seguinte calculo:

Ingestdo de ragao/agua = (racdo/agua ofertada) — (ragado/agua restante apos 48h)

n° de animais na gaiola

3.6 Andlise comportamental
3.6.1 Analise de Déficit Neurologico

Durante os 14 dias de experimento, a cada 24 horas, foi realizado a analise de
déficit neurologico dos animais submetidos a OACM a cada 24h (Broughton et al.,
2013). Na avaliagcédo, o comportamento motor dos animais foi avaliado e associado a

um escore clinico, mensurado dentro de uma escala de 5 pontos (Tabela 1).
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Tabela 1. Escore clinico para avaliagao do Déficit Neuroldgico.

Escore Descricao

0 Sem desvio do comportamento motor

1 Perda leve do tdnus muscular dos membros anteriores contralateral a
leséo
Movimento circular para o lado contralateral a lesé@o, além de perda de

2 ténus muscular nos membros contralaterais a leséo, quando suspenso
pela cauda

3 Movimento circular espontaneo para o lado contralateral a leséo

4 Nenhuma atividade motora esponténea

Fonte: autoria propria, baseado nos dados apresentados por Broughton et al. (2013)

3.6.2 Teste de Caminhada na Barra

O teste de caminhada na barra foi realizado nos 1°, 3°, 5°, 7°, 9°, 11° e 13° dia
pbés-operatorio para avaliar déficits na integridade e coordenacdo do movimento
motor, principalmente nos membros posteriores (Yang et al., 2019). A marcha dos
animais sobre uma viga de madeira (100 cm x 25 cm), elevada 60 cm do chéo, foi
avaliada durante o periodo maximo de 60 segundos (ou encerrada quando o animal
atravessava o aparato e concluia a tarefa). Cada comportamento motor durante a
caminhada foi associado a um escore mensurado de 0-6 (Tabela 2). Os animais foram
treinados por trés dias consecutivos para atravessar a barra antes da OACM. Todas

as sessoes do teste foram registradas por uma camera Logitech HD Pro 1080p C920.

Tabela 2. Escore para avaliagdo do comportamento motor no Teste de Caminhada na Barra.

Escore Descricédo

0 Animal incapaz de andar sobre a barra
1 Animal incapaz de andar sobre a barra, mas capaz de sentar-se sobre a
barra
2 Animal que caiu durante marcha sobre a barra
Animal que apresenta paralisia do lado contralateral a lesdo e se locomove
3 sem a ajuda da pata traseira contralateral, porém é capaz de atravessar a

barra
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Animal que atravessou a barra com mais de 50% de deslizes da pata

4 . N ~ .
traseira contralateral a lesédo em fung¢do do niumero de passos

5 Animal que atravessou a barra com menos de 50% deslizes da pata
traseira contralateral a lesdo em funcdo do niumero de passos

6 Animal que atravessou sem queda ou qualquer outro sinal de declinio

motor (deslizar das patas traseiras)

Fonte: autoria propria, baseado nos dados apresentados por Yang et al. (2019)

3.7 Anédlise histoldgica

Para a andlise da area e volume de infarto cerebral, primeiramente, os animais
foram anestesiados com uma solucdo de 80 mg/kg de cloridrato de cetamina
associado com 10 mg/kg de cloridrato de xilazina (via i.p.) e perfundidos por via
intracardiaca com PBS seguido de solucdo de formaldeido (4%), ambas com pH 7,2.
Em seguida, os encéfalos foram dissecados e pos-fixados em formaldeido a 4% por
até 72 horas e, posteriormente, colocados em solucdo de sacarose 30% para
criopreservacao até a decantacao dos encéfalos. Feito isso, cada encéfalo foi cortado
em secgoes coronais de 40 ym de espessura com uso de um criostato, e por fim,
tiveram suas seccdes montadas sobre laminas de vidro gelatinizadas e coradas com
Nissl (0,3%) para delineamento da area de infarto (Rousselet et al., 2012).

Para a realizacdo da coloracdo de Nissl, as laminas foram imersas em uma
bateria alcoolica decrescente de alcool (90, 70 e 50%) por 5 minutos cada, seguido
de imersdo em solucéo de acido acético (5%) por 5 minutos, imersdo em violeta de
cresila por 10 minutos e, em seguida, imersdes em concentracdes crescente de alcool
para desidratacdo (70, 90 e 100%), diafanizadas em xilol e finalmente montadas sob
laminulas com Entelan®.

Para a mensuracéo da area de infarto, a porcentagem da area de infarto (Al)
foi quantificada (Teixeira et al., 2023) com o auxilio do software de analise de imagem

Image J (NIH, Bethesda, EUA), de acordo com o seguinte calculo:

Al (%) = (area do infarto / area do hemisfério ipsilateral) x 100

No qual Al é a porcentagem da area de infarto, area de infarto é a area de leséo
guantificada pelo software Image J e area do hemisfério ipsilateral é a area total do

hemisfério da leséo cerebral quantificada pelo software Image J.
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Ainda, o volume de infarto foi mensurado utilizando-se a férmula proposta por
Broughton et al. (2013) com o auxilio do software de analise de imagem Image J (NIH,

Bethesda, EUA), de acordo com o seguinte célculo:

VI =[AHC - (AHI - Al)] x (espessura da secao + distancia entre as sec¢des)

No qual VI é o volume corrigido de infarto, AHC é a area do hemisfério
contralateral a lesdo, AHI é a &rea do hemisfério ipsilateral a lesdo e Al é a area de

infarto quantificada no hemisfério ipsilateral a leséo pelo software Image J.

3.8 Andlise estatistica

Para as andlises estatisticas, primeiramente, foi realizado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk para verificar a normalidade das distribuicbes. Apds
amostras apresentarem distribuicdo normal, as comparac¢des entre trés ou mais
grupos foi feita por meio da Analise de Variancia (ANOVA) dois critérios, seguida do
pés-teste de Tukey, e apresentados como média * desvio padrdo para variacdo de
ganho de peso, consumo de agua e consumo de racdo. ApGs amostras apresentarem
distribuicdo ndo-normal, as comparacdes entre trés ou mais grupos foram feitas
através do teste de Kruskal-Wallis e apresentados como mediana para escore
neurolégico e caminhada na barra. Comparacdes entre dois grupos, apos dados
apresentarem distribuicdo normal, foram feitas pelo test t de Student para a area de
infarto e volume de infarto. Todos os testes adotaram p < 0,05 como estatisticamente
significante. As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad
Prism version 10.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

4. RESULTADOS
4.1 Avaliacdo dos parametros de variacdo de peso corporal e consumo de agua

e racao de animais submetidos a isquemia cerebral e tratados com C. longa

Em relagéo a variacao de peso corporal (Fg, 2100 = 0,1477, p > 0,9999), néao
encontramos diferengas entre os grupos sham (veiculo e CL) e grupos OACM (veiculo
e CL) (p < 0,9999, para todas as comparacodes, todos os dias), mostrando que todos

0s grupos ganharam peso de maneira semelhante e que a administracédo de C. longa
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por 14 dias ndo causou alteracdes no parametro de variacdo de peso corporal ao
longo do experimento (Figura 7).

e Sham+V 4 OACM+V
= Sham +CL v OACM+CL
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Figura 7. Variagdo de ganho de peso em ratos machos adultos Wistar submetidos ao modelo de
oclusdo da artéria cerebral média e tratados com C. longa por 14 dias. Os dados estdo
representados apés andlise por ANOVA dois critérios seguido de pés-teste de Tukey. N = 4-5 animais
por grupo. Fonte: autoria prépria.

Em relacdo ao consumo de agua ao longo do experimento (Fs, 90) = 18,45, p <
0,0001), foi observado que os animais do grupo sham + CL ingeriram mais agua em
relacdo ao grupo sham + V em todos os dias, exceto no 7° (p < 0,05, para todas as
comparacoes); e em relacdo ao grupo OACM + V em todos os dias (p < 0,0001, para
todas as comparacdes). Ainda, os animais do grupo sham + CL também ingeriram
mais agua do que o grupo OACM + CL no 3° e do 9° ao 13° dia (p < 0,0001, para
todas as comparacgdes). Além disso, o grupo OACM + V ingeriu menos agua do que
o grupo sham + V e OACM + CL no 5° e no 7° dia pos-isquemia (p < 0,001, para todas
as comparacdes). Por fim, o grupo OACM + CL ingeriu menos agua em relacéo a
todos os grupos no 11° (p < 0,0001, para todas as comparacdes) e no e 13° dia (p <
0,0001 em relacao ao grupo sham + V e sham + CL; p < 0,05 em relacdo ao OACM +
V) (Figura 8-A).

Quanto ao consumo de ragéo (Fs, 90) = 7,907, p < 0,0001), foi observado que
o grupo sham + CL, OACM + V e OACM + CL consumiram mais racao que 0 grupo
sham + V no 3° dia pos isquemia (p < 0,0001, para todas as comparacdes). No 7° dia,

foi observado que o grupo OACM + CL consumiu mais ragao que o grupo sham + CL
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(p < 0,05). Ainda, no dia 11, o grupo OACM + V apresentou consumo medio de racao
maior em relacdo aos grupos sham + CL (p < 0,0001) e OACM + CL (p < 0,05). Por
fim, no 13° dia, o grupo OACM + CL consumiu menos racdo em relacdo ao grupo
sham + V (p < 0,0001), sham + CL (p < 0,001) e OACM + V (p < 0,0001) (Figura 8-B).
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Figura 8. Consumo mensurado a cada 48 horas de agua (A) e consumo de racao (B) de ratos
machos adultos Wistar submetidos ao modelo de oclus&o da artéria cerebral média e tratados
com C. longa por 14 dias. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao e representados
apo6s ANOVA dois critérios seguido de pos-teste de Tukey. *p < 0,05 **p <0,001, ***p < 0,0001. N = 4-
5 animais por grupo. Fonte: autoria propria.
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4.2 O tratamento com C. longa ndo reverteu 0s prejuizos neurolégicos/motores
causados pela isquemia cerebral

A avaliacdo do déficit neurolégico dos animais submetidos a isquemia e
tratados ou ndo com C. longa foi realizada todos os dias seguindo os critérios de
escore previamente descritos na tabela 1. Como esperado, os grupos sham + V e
sham + CL ndo apresentaram nenhum déficit motor, portanto, ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p < 0,9999, para todos os dias). Tanto o grupo OACM
+ V, quanto o grupo OACM + CL, apresentaram déficits motores significantes em
relacdo aos grupos sham + V e sham + CL todos os dias (D1 ao D14) (Figura 9; p <
0,05, para todas as comparacdes). No entanto, os grupos OACM + V e OACM + CL
nao apresentaram diferencas entre si (p < 0,9999, para todas as comparacgdes, todos
os dias), mostrando que o tratamento com C. longa nao exerceu influéncia frente ao

comprometimento motor causado pela isquemia cerebral.
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Figura 9. Escore de déficit neurolégico/motor de ratos machos adultos Wistar submetidos ao
modelo de oclusao da artéria cerebral média e tratados com C. longa por 14 dias. Os dados estéo
expressos como mediana e representados pés analise do teste de Kruskal-Wallis. *p < 0,05. N = 4-5
animais por grupo. Fonte: autoria propria.
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Em relagéo ao teste de caminhada na barra, os grupos sham + V e sham + CL
nao apresentaram diferenca significativa entre si (p < 0,9999, para todos os dias). Foi
observado diferencas entre o grupo OACM + V e os grupos sham (veiculo e CL) no 5°
dia de experimento (D5) (Figura 10-C), e diferencas entre o grupo OACM + CL e 0s
grupos sham (veiculo e CL) no D1, D3 e D9 (Figura 10-A, 10-B e 10-E,
respectivamente). Nao houve diferencas entre os grupos no D11 (Figura 10-F) e no
D13 (Figura 10-G), mostrando que a melhora no quadro clinico dos grupos OACM +
V e OACM + CL é intrinseca no modelo de isquemia cerebral e ocorre conforme o
cérebro vai se remodelando frente ao prejuizo neuronal (Farr & Trueman, 2011).
Concomitantemente, ndo houve diferencas entre os grupos OACM +V e OACM + CL
durante todos os dias de realizacdo do teste, mostrando que a C. longa nao exerceu
influéncias nas avaliagcbes da caminhada na barra (p < 0,9999, para todas as

comparacoes, todos os dias).
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Figura 10. Teste de caminhada na barra em ratos machos adultos Wistar submetidos ao modelo
de oclusédo da artéria cerebral média e tratados com C. longa por 14 dias. Os dados estao
expressos como mediana e representados pos analise do teste de Kruskal-Wallis. *p < 0,05. N = 4-5
animais por grupo. Fonte: autoria propria.
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4.3 O tratamento com C. longa né&o reduziu a area e o volume de infarto causado
pelaisquemia cerebral

A area de infarto das regides do cortex somatossensorial primario e secundario,

bem como do corpo estriado (envolvendo os nucleos caudado, putamen e globo

palido) (BREGMA +0.836 mm) dos animais submetidos a isquemia cerebral foi

mensurada e nao foi verificado diferengas entre o grupo OACM + V e OACM + CL,

nos quais média de 36,4 + 2,9% e 33,4 + 8,8% de area de lesdo foi observado para

0s respectivos grupos (Figura 11; p < 0,9999).
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Figura 11. Area de infarto causada pela lesdo cerebral em ratos machos adultos Wistar
submetidos ao modelo de oclusao da artéria cerebral média e tratados com C. longa por 14 dias.
(A) porcentagem média do hemisfério cerebral lesionado; (B) Imagem representativa das seccbes
histoldgicas de animais submetidos a OACM: grupo sham (esquerda) e grupo OACM (direita); (C)
Representagdo esquematica das areas cerebrais lesionadas: S1 (area somatossensorial priméria); S2
(area somatossensorial secundaria); CPu (ndcleo caudado e putamen). Os dados estdo expressos
como média + desvio padrao e representados apds andlise com o teste T de Student. N = 4-5 animais
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por grupo. Fonte: Figura 11-A e 11-B autoria prépria; figura 11-C adaptada de
https://labs.gaidi.ca/mouse-brain-atlas/ (2024).

Ainda, o volume de infarto foi avaliado, na qual toda a extensao da leséo
cerebral dos animais submetidos a isquemia foi analisada. N&do foi verificado
diferencas entre o grupo OACM + V (0,051 + 0,01 cm3®) e OACM + CL (0,071 + 0,01
cm?) (Figura 12; p < 0,9999), revelando que o tratamento por 14 dias com 80 mg/kg

de C. longa nao foi capaz de exercer influéncias sobre a lesdo causada pela OACM.
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Figura 12. Volume de infarto causada pela lesdo cerebral em ratos machos adultos Wistar
submetidos ao modelo de ocluséo da artéria cerebral média e tratados com C. longa por 14 dias.
(A) Média do hemisfério cerebral lesionado em cm?3; (B) Imagens representativas das secgles
histolégicas de animais submetidos a OACM. Os dados estdo expressos como média + desvio padréo
e representados apos analise com o teste T de Student. N = 4-5 animais por grupo. Fonte: autoria
propria.

5. DISCUSSAO

O AVC isquémico € um problema de saude publica mundial e a descoberta de
novas terapias farmacoldgicas segue desafiadora frente a limitada janela terapéutica
enfrentada pelos pacientes. Nos Ultimos anos, tém-se aumentado o numero de
estudos que buscam elucidar os conhecimentos acerca dos mecanismos das plantas
medicinais, que ja revelaram possuir propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes
frente ao AVC isquémico em estudos experimentais com modelos animais (Zhu et al.,
2022; Subedi & Gaire, 2021). Nesse sentido, este trabalho levantou a hipotese de que

o tratamento com Curcuma longa por 14 dias em ratos machos submetidos a isquemia
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cerebral por oclusdo da artéria cerebral média (OACM) poderia proteger/reparar a
lesdo e os danos comportamentais pos-isquémicos.

O monitoramento do ganho/perda de peso e do consumo de agua e comida &
um importante indicativo do estado de saude dos animais, sobretudo pés-AVC
isquémico (Modo et al., 2000), além de indicar possiveis alteragdes metabdlicas pelo
consumo do extrato natural. Em nossos resultados, a C. longa néao influenciou o ganho
de peso entre 0s grupos experimentais sham (veiculo e CL) e OACM (veiculo e CL),
comprovando a seguranca em seu uso (Brasil, 2020).

Quanto aos parametros de consumo de agua e racao, observamos que 0 grupo
sham tratado com C. longa (sham + CL) consumiu mais agua do que 0s grupos sham
+ V (todos os dias pOs cirurgia de isquemia cerebral, exceto o 7°), OACM + V (todos
os dias pos-cirurgia) e OACM + CL (no 3°, no 9° e no 13° dia). Ainda, notamos que o
grupo OACM + CL diminuiu a ingesta de racdo nos ultimos dias de analise
experimental (no 11° dia, em relagao ao grupo OACM + V; e no 13° dia, em relacdo a
todos os outros grupos). Quanto ao maior consumo de agua evidenciado pelo grupo
sham + CL, sugerimos que a C. longa parece ter exercido um efeito diurético,
anteriormente documentado em outros trabalhos (Nirumand et al., 2018). Por outro
lado, o mesmo efeito nao foi evidenciado pelo grupo OACM + CL, o que pode estar
atribuido a um padrdo comportamental normal ligado ao pdés-cirargico, no qual
observamos uma menor procura pela ingesta de agua e ingesta de ra¢éo ao longo do
nosso estudo.

A avaliacdo dos déficits neurolégicos é um importante parametro
comportamental para se investigar as lesées motoras causadas por isquemia cerebral
e para se comprovar a eficacia do modelo de OACM (Broughton et al., 2013). Dessa
forma, uma traducdo dos déficits neuroldgicos é a perda do tbnus muscular
contralateral ao lado do hemisfério que sofreu hipdéxia, 0 que causa rotacdo para o
lado oposto a cirurgia e alteragdes na postura de repouso dos animais (Donnan et al.,
2008). Essas manifestacbes motoras se somam as alteracBes de equilibrio e
caminhada evidenciadas no paciente acometido pelo AVC e avaliadas neste estudo
através do teste de caminhada na barra. Sendo assim, os grupos OACM (veiculo e
CL) apresentaram diferencas na avaliacdo do déficit neurologico e no teste de
caminhada na barra em relagdo aos grupos sham (veiculo e CL), mostrando um

comportamento motor compativel com o quadro pds-isquémico. Contudo, o
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tratamento com C. longa ndo foi capaz de reverter 0S prejuizos
comportamentais/motores evidenciados por estas duas analises.

A cirurgia de OACM tem como caracteristica a privacao de irrigacdo sanguinea
para a superficie lateral dos lobos frontal, parietal e temporal, bem como os nucleos
da base e capsula interna (Netter, 2018), e nesse sentido, causa lesbes em regides
importantes para o processamento sensorio-motor, como o cértex somatossensorial
e o estriado (Fukui et al., 2020). Sendo assim, buscamos avaliar se a C. longa seria
capaz de reduzir a lesdo nas areas infartadas desta regido; entretanto, néo
observamos diferencas entre os grupos submetidos & isquemia e aqueles também
tratados com C. longa tanto na avaliacdo da area de infarto, quanto na avaliacdo do
volume de infarto. Obtendo resultados diferentes, Alcantara et al. (2017) revelaram
gue a curcumina administrada via oral (25 ou 50 mg/kg) por 7 dias aumentou a
sobrevivéncia neuronal e atenuou os niveis da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) no hipocampo de ratos submetidos a isquemia global
cerebral por 30 minutos.

O nosso trabalho foi o primeiro a avaliar os efeitos do extrato seco da C. longa
comercializada como o fitoterapico Motore®, bem estabelecida para tratar pacientes
acometidos com artrite reumatoide (Brasil, 2020), por 14 dias em um modelo de AVC
isquémico experimental. Ainda, de maneira distinta da maioria dos trabalhos
existentes na literatura que avaliam os efeitos da C. longa na isquemia cerebral
através da curcumina, o seu principal composto bioativo, de maneira isolada (Subedi
& Gaire, 2021), o nosso trabalho investigou o extrato da C. longa com todos o0s seus
curcuminoides. Supomos que o desfecho da C. longa néo ter revelado efeitos em
nosso modelo tenha justificativa nas propriedades farmacocinéticas do extrato, que
embora seja extensamente investigado em estudos pré-clinicos e clinicos em doencas
cerebrais com perspectivas promissoras (Kunnumakkara et al., 2023; Garodia et al.,
2023; Zeng et al., 2021), possui menor eficacia via oral do que quando administrada
por outras vias em modelos animais (El-Saadony et al., 2022; Dei Cas & Ghidoni,
2019; Nelson et al. 2017).

A curcumina possui capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
(Concetta Scuto et al., 2019), no entanto, a sua administracdo oral tem como
caracteristica uma baixa absorcao pelo intestino delgado (Dei Cas & Ghidoni, 2019).
Uma vez no organismo, a curcumina é rapidamente reduzida em diidrocurcumina,

tetraidrocurcumina e hexaidrocurcumina, além de sofrer metabolismo de primeira
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passagem no figado (Nelson et al., 2017). No figado, a curcumina sofre conjugacao
com o &cido glicurdnico e sulfato, formando metabdlitos que apresentam baixa
bioatividade em comparacdo com a curcumina livre e influenciam na sua rapida
excrecao (El-Saadony et al., 2022). Tais caracteristicas conferem biodisponibilidade
limitada a C. longa e podem prejudicar, por fim, a sua entrega ao cérebro com eficacia,
tendo a necessidade de doses elevadas para que ela consiga alcancar seus efeitos
farmacoldgicos no SNC (Bertoncini-Silva et al., 2024).

Ainda, a curcumina € insolavel em agua, além de possuir estabilidade quimica
dependente de pH (Neslon et al., 2017). A estrutura quimica da curcumina se degrada
rapidamente em pH neutro, tendo como produtos de degradacdo o &cido ferulico,
vanilina e feruloilmetano, o que dificulta a sua solubilizacdo (El-Saaldony et al., 2022).
Por outro lado, em pH &cido, a curcumina é estruturalmente mais estavel, mas
cristaliza-se, limitando a sua bioatividade (El-Saaldony et al., 2022). Em ambiente
alcalino, por sua vez, os fendis existentes na curcumina sao transformados em
fenolatos, o que permite a sua dissolucdo (Nelson et al., 2017), porém, essa condi¢ao
€ pouco propicia para administracao biolégica. Tais caracteristicas corroboraram para
os desafios enfrentados neste trabalho acerca de elucidar os efeitos da C. Longa.

Nessa conjuntura, além de propor um estudo que investigue os efeitos da C.
longa via oral em doses maiores, a fim de obter resultados satisfatorios frente as
lesbes causadas pelo AVC isquémico, sugerimos a investigacdo dos efeitos da C.
longa por outras vias de administracdo, como a via intraperitoneal (i.p.), na tentativa
de encontrar concentragfes séricas mais elevadas (Bertoncini-Silva et al., 2024;
Satyavert et al., 2021). A administracdo de agentes farmacoldgicos via i.p., embora
sofram metabolismo hepatico semelhante a via oral (Satyavert et al., 2021), ndo
sofrem passagem pelo trato gastrointestinal, o que pode aumentar a sua
biodisponibilidade e entrega para o cérebro (Bertoncini-Silva et al., 2024; Satyavert et
al., 2021; Dei Cas & Ghidoni, 2019). Além disso, sugerimos a tentativa de dissolucao
da C. longa em reagentes que aumentem a sua solubilidade e estabilidade por esta
via, como a adi¢c&o de polissorbato 80 (Tween 80) e/ou dimetilsulféxido (DMSO) ao
veiculo NaOH 0,5 M (Coradini et al., 2015).

Em resumo, podemos concluir que o tratamento com C. longa via oral na dose
de 80 mg/kg em regime de 12/12 horas nédo foi capaz de reduzir os déficits
motores/neuroldgicos e a lesdo cerebral causada pela isquemia cerebral por oclusao

da artéria cerebral média em ratos, sob nossas condi¢des experimentais.
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6. CONCLUSOES

O nosso modelo experimental de isquemia cerebral focal transitoria produziu
déficits comportamentais (neuroldgicos/motores) e danos cerebrais em ratos machos
adultos e é um modelo animal eficaz para se reproduzir AVC isquémico;

O tratamento com Curcuma longa na dose de 80 mg/kg administrada de 12 em
12 horas por 14 dias néo foi capaz de reduzir os danos comportamentais em ratos
machos submetidos a isquemia cerebral;

O tratamento com Curcuma longa na dose de 80 mg/kg administrada de 12 em
12 horas por 14 dias nao foi capaz de proteger/reparar a lesao cerebral (area de infarto
e volume de infarto) em ratos machos submetidos a isquemia cerebral;

Apesar de os efeitos da Curcuma longa n&o terem sido revelados neste modelo
experimental de AVC isquémico, este trabalho pode nortear trabalhos futuros para
elucidar os efeitos da Curcuma longa na isquemia cerebral ou em outras doencas ou
desordens neurolégicas, para o qual sugerimos que uma dose maior que 80 mg/kg do
extrato administrado via oral seja investigada;

Ainda, nossos resultados abrem a sugestao para que se investigue 0s possiveis
efeitos da Curcuma longa via intraperitoneal quando o objetivo for o tratamento de
doencas de cunho neurolégico, a fim de aumentar a sua biodisponibilidade e entrega

para o cérebro.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Edited by Marco Giudici Seizures are neurological disorders triggered by an imbalance in the activity of excitatory and inhibitory neu-
rotransmitters in the brain. When triggered chronically, this imbalance can lead to epilepsy. Critically, many of
Keywords: the affected individuals are refractory to treatment. Given this, anti-inflammatory drugs, in particular gluco-
Seizure corticoids, have been considered as a potential antiepileptogenic therapy. Glucocorticoids are currently used in
23:3::’::6 the treatment of refractory patients, although there have been contradictory results in terms of their use in as-
Hippocampus so-ciz\tion with antiepileptic drugs, which reinforces the need for a more thorough investigation of their effects. In
Electroencephalography this context, the present study evaluated the effects of dexamethasone (DEX, 0.6 mg/kg) on the electroen-
cephalographic (EEG) and histopathological parameters of male Wistar rats submitted to acute seizure induced
by pentylenetetrazol (PTZ). The EEG monitoring revealed that DEX reduced the total brainwave power, in
comparison with PTZ, in 12 h after the convulsive episode, exerting this effect in up to 36 h (p < 0.05 for all
comparisons). An increase in the accommodation of the oscillations of the delta, alpha, and gamma frequencies
was also observed from the first 12 h onwards, with the accommodation of the theta frequency occurring after
36 h, and that of the beta frequency 24 h after the seizure. The histopathological analyses showed that the CA3
region and hilum of the hippocampus suffered cell loss after the PTZ-induced seizure (control vs. PTZ, p < 0.05),
although DEX was not able to protect these regions against cell death (PTZ vs. DEX + PTZ, p > 0.05). While DEX
did not reverse the cell damage caused by PTZ, the data indicate that DEX has beneficial properties in the EEG
analysis, which makes it a promising candidate for the attenuation of the epileptiform wave patterns that can
precipitate refractory seizures.
1. Introduction progress to epilepsy (Scharfman, 2007). Epilepsy affects approximately
50 million people worldwide, and approximately 20-30% of these pa-
Seizures are neurological disorders triggered by an imbalance in the tients are refractory to treatment with antiepileptic drug (Borham et al.,
activity of the excitatory and inhibitory neurotransmitters in the brain, 2016; Devinsky et al., 2018). This scenario emphasises the need for new,
which causes a reduction in the synaptic transmission mediated by the and more effective pharmacological therapies, which has led to the use

GABA receptors or an increase in glutamatergic signalling, which can of off-label drugs, including anti-inflammatory steroid drugs (such as
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